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3-NP : 3-nitropropionic acid 
6-FAM : 6-carboxy fluorescein amidite 
A : adenine 
AICAR : 5-aminoimidazole-4-carboxyamide ribonucleotide 
AMP : adenosine monophosphate 
AMPK : AMP-activated protein kinase 
AO : antisense oligonucleotide 
APCI : atmospheric pressure chemical ionization 
ATP : adenosine triphosphate 
BSA : bovine serum albumin 
C : cytosine 
cAMP : cyclic adenosine monophosphate 
cDNA : complementary DNA 
CHX : cycloheximide 
CI : chemical ionization 
CID : collision induced dissociation 
CSD : cold shock domain 
CUGBP1 : CUG binding protein 1 
DM1 : myotonic dystrophy type 1 
D-MEM : Dulbecco's modified Eagle's medium 
DMPK : dystrophia myotonica protein kinase 
DMSO : dimethyl sulfoxid 
DNA : deoxyribonucleic acid 
DTT : dithiothreitol 
EDTA : ethylenediaminetetraacetic acid 
EGCG : epigallocatechin gallate 
EI : electron ionization 
EIC : extracted ion chromatogram 
EMSA : electrophoretic mobility shift assay 
ESE : exonic splicing enhancer 
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ESI : electrospray ionization 
ESS : exonic splicing silencer 
FAB : fast atom bombardment 
FBS : fetal bovine serum 
FDR : false discovery rate 
G : guanine 
GAPDH : glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 
HEPES : 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid 
HNE : HeLa nuclear extract 
hnRNP : heterogenous nuclear ribonucleoprotein 
hnRNPA1 : heterogenous nuclear ribonucleoprotein A1 
HPLC : high performance liquid chromatography 
HRP : horseradish peroxidase 
HU : hydroxyurea 
IAA : iodoacetoamide 
IP : indoprofen 
IR : insulin receptor 
IR-A : insulin receptor isoform A 
IR-B : insulin receptor isoform B 
ISE : intronic splicing enhancer 
ISS : intronic splicing silencer 
KH : k-homology 
KR : kinetin reboside 
LB : luria-bertani 
LC : liquid chromatography 
MALDI : matrix-assisted laser desorption/ionization 
MBNL1 : muscleblind-like 1 
MQ : milli-Q 
mRNA : messenger RNA 
MS : mass spectrometry 
NAD : nicotinamide adenine dinucleotide 
PAGE : polyacrylamide gel 
PBS : phosphate buffered saline 
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PCR : polymerase chain reaction 
PDE : phophodiesterase 
PDN : prednisolone 
PKA : protein kinase A 
PKC : protein kinase C 
PMF : peptide mass fingerprinting 
PIMF : product ion mass fingerprinting 
pre-mRNA : precursor mRNA 
PTB : polypyrimidine tract binding protein 
PTT : polypyrimidine tract 
PVDF : polyvinylidene difluoride 
QC : quercetin 
RBD : RNA binding domain 
RES : trans-resveratrol 
RI : radioisotope 
RNA : ribonucleic acid 
RPLC : reversed-phase liquid chromatography 
RRM : RNA recognition motif 
RT : reverse transcriptase 
RT-PCR : reverse transcription-polymerase chain reaction 
SDS : sodium dodecyl sulfate 
siRNA : small interfering rna 
SIRT1 : sirtuin 1 
SMN2 : survival motor neuron 2 
snRNPs : small nuclear ribonucleoproteins 
SR : serine/arginine 
SRP : SRPIN340 
STACs : sirtuin activating compounds 
TEMED : tetramethylethylenediamine 
Tnpo1 : transportin 1 
U : uracil 
UV : ultraviolet 
VPA : valproic acid 
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て重要な役割を担う 3)。これらの制御因子は主に SR 蛋白質と hnRNP 蛋白質の
二群に大別され、前者がスプライソソームのエクソン認識を促進させるのに対
し、後者は抑制作用を有する（図 1）。これらの因子が pre-mRNA 上に存在する
特定の配列に結合することで複雑なエクソン認識機構を実現している。 
  
図 1 エクソン認識に関わるスプライシング制御因子の模式図 
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DMDを対象とした AOである「Eteplirsen」は 2016年 9月に FDA の承認を受け
たが、未だデータに関する疑問点が残り、様々な議論が続いている。SMA 治療









図 2 スプライシング異常修正を目的とした治療アプローチ 
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路に作用することで薬理作用を示すことが知られている 7-9)。そこで第 2 章では










となる。核酸分子と蛋白質の相互作用解析には古くから Electrophoretic mobility 
shift assay（EMSA）が利用されてきた。EMSA 法は蛋白質と相互作用した核酸
分子の分子量が増大し、電気泳動時に移動度が低下することを利用した方法で
ある。本研究では in vitro で RNA-蛋白質複合体を形成させ、RNA-EMSA 法によ
り、複合体分離を行った。そして結合した候補蛋白質の酵素消化物（ペプチド






おける IR エクソン 11 の選択的スプライシングへの影響を検証した。 
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図 3 スプライシング制御因子同定法の流れ 
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筋緊張性ジストロフィーI型（Myotonic dystrophy type 1; DM1）はミオトニア
プロテインキナーゼ（Dystrophia myotonica protein kinase; DMPK）遺伝子の 3’非
翻訳領域に存在する CTG反復配列の異常延長を起因とするトリプレットリピー





図 1-1 セントラルドグマと RNAスプライシング 
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（Insulin receptor; IR）の選択的スプライシング異常がある 13)。本章では IR の選
択的スプライシングに着目し、実験を行った。生体に近い反応を見るため、外
来遺伝子であるスプライシング解析用ベクターを利用するのではなく、細胞内










由来細胞の IR におけるスプライシング異常修正を試みた（第 5節）。 
 
 
第 1節 細胞内在性 IRの選択的スプライシング 
 
IR は細胞膜表面に存在し、インスリンと結合することで、細胞内へのシグナ
ル伝達を行う。第 19 染色体に存在する INSR 遺伝子にコードされ、22 のエクソ
ンから構成される。エクソン 11 は選択的スプライシングを受け、2 つのアイソ
フォームを産生する 14)。エクソン 11を含むアイソフォーム（isoform B; IR-B）
はインスリンの細胞内へのシグナル伝達効率が良く、インスリン感受性組織の




















第 1項 実験試薬および実験方法 
1. 実験試薬 
(1) 細胞培養試薬 
D-MEM high glucose （和光純薬） 
Fetal Bovine Serum （Gibco） 
Phosphate buffered saline （PBS） （SIGMA-ALDRICH） 
0.25% Trypsin-EDTA Phenol Red（Gibco） 
(2) 使用した細胞 
HeLa細胞 (ATCC) 
(3) 細胞からの全 RNA抽出 
High Pure RNA Isolation Kit （Roche） 
(4) 逆転写反応による cDNA合成と PCR増幅 
Random Hexamer Primer （Invitrogen） 
Dithiothreitol （DTT） （Invitrogen） 
 
図 1-2 DM1患者と IRの選択的スプライシング異常 
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RNase OUT （Invitrogen） 
M-MLV-RT （Invitrogen）  
2.5 mM dNTPmix （TaKaRa） 
10×Ex Taq buffer （TaKaRa） 
Ex Taq （TaKaRa） 
Forward primer （IR c10f; 5’-CCA AAG ACA GAC TCT CAG AT-3’） 
Reverse primer （IR c12r; 5’-AAC ATC GCC AAG GGA CCT GC-3’） 
MinElute PCR purification kit （QIAGEN） 
(5) スプライシング産物の解析 
DNA LabChip kit （Agilent Technology） 
(6) 塩基配列の決定 
E.coli HST08 （TaKaRa） 
SOC broth（TaKaRa） 
Bacto Tryptone（BD Biosciences） 
Bacto Yeast Extract（BD Biosciences） 
pT7-Blue T-vector （Novagen） 
DNA Ligation kit ver.2.1 （TaKaRa） 
BigDye ver3.1 （Applied Biosystems） 
5×Sequence buffer （Applied Biosystems） 
Hi-Di formamide （Applied Biosystems） 
5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactopyranoside （X-Gal）（和光純薬） 
Isopropyl-β-D(-)-thiogalactopyranoside（IPTG）（和光純薬） 





2-1 HeLa 細胞の培養 
継代培養を行ったヒト子宮頸癌由来の HeLa 細胞を PBS で 2回洗浄後、0.25％
Trypsin で培養シャーレから剥がし、細胞数の計測を行った。12 well プレートの
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2-2 RT-PCR反応とスプライシング産物の解析 
i) 全 RNAの抽出 
 HeLa細胞の全 RNA 抽出には High Pure RNA Isolation Kit （Roche）を使用し、
付属のプロトコールに従った。抽出した全 RNA濃度を NanoDrop 2000 （Thermo 
Scientific）で 260 nm における吸光度から算出した。 
 
ii) cDNAの作製 
全 RNAを 500 ngとなるように MQ（Milli-Q）水を用いて 6 μLに調製した。
2×Random Hexamer Primer 2 μLと 2.5 mM dNTPmix 5 μLを加え、65℃で 5分間、
25℃で 10 分間反応させた。さらに逆転写酵素である M-MLV-RT 1 μL、RNase 
OUT 1 μL、0.1 M DTT 1 μLと 5×First strand buffer 4 μLを加え、37℃で 55分間、
70℃で 15分間加熱し、cDNAを合成した。 
 
2-3 PCRによる DNA の増幅 
 PCR は IR エクソン 11 の有無を検出できるように設計したプライマーを使用
した。エクソン 10内に Forward primerを、エクソン 12内に Reverse primer をオ
ープンソースである Primer 3 （v. 0.4.0） Pick primers from a DNA sequence
（http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/primer3/）を利用して設計した。 
cDNA 2 μLに対し、10×Ex Taq buffer 2 μL、2.5 mM dNTPmix 1.6 μL、Forward 
primer （IR c10f） 10 pmol と Reverse primer （IR c12r） 10 pmol、Ex Taq ポリ
メラーゼ 0.5 U、MQ 12.3 μLを加え、総量を 20 μLに調製し、PCR を行った。
PCR 条件は 94℃ 3 分加熱した後、94℃ 30 秒、60℃ 30 秒、72℃ 90 秒を 28サ
イクル行い、72℃ 3 分加熱し、DNA を増幅した。PCR のサイクル数は 25 サイ
クル、28 サイクル、30 サイクルで検討を行い、28 サイクルで増幅させた PCR
産物はプラトー域に到達していないことを確認している。同 cDNA サンプルを
用いてハウスキーピング遺伝子の GAPDH （ glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase）を増幅して内部標準とした。 
 
2-4 キャピラリー電気泳動を用いた PCR産物の分離 
 増幅した PCR 産物を Agilent 2100 bioanalyzer （Agilent Technology）および
DNA1000 LabChip kit （Agilent Technology）を使用し、付属のプロトコールに従
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i) TAクローニングと大腸菌形質転換 
 精製した PCR 産物と Tベクターの pT7-Blue T-vectorを混和した液に Ligation 
solution I （TaKaRa）を加えて 16℃で一晩インキュベートし、TAクローニング
を行った。ライゲーションした反応液を E.coli HST08 10 μLと混和、4℃で 20分
間静置、42℃で 50秒加熱、4℃で 2分間静置した後、SOC broth を 75 μL添加し
て 37℃で 1時間振盪培養した。その後、X-Gal 2 mg/mL、IPTG 20 mg/mL、Ampicillin 




 形成された単一コロニーを滅菌済みの爪楊枝で拾い、10×Ex Taq buffer 2 μL、
2.5 mM dNTPmix 1.6 μL、Forward primer （IR c10f: 5’- CCA AAG ACA GAC TCT 
CAG AT -3’） 10 pmol と Reverse primer （IR c12r: 5’- AAC ATC GCC AAG GGA 
CCT GC -3’） 10 pmol、Ex Taq ポリメラーゼ 0.5 U、MQ 12.3 μLを加え、総量
を 20 μLに調製した反応液で colony PCR を行った。PCR 条件は 94℃ 3分加熱し
た後、94℃ 30 秒、60℃ 30 秒、72℃ 90 秒を 35 サイクル行い、72℃ 3 分加熱
し、DNAを増幅した。これを Agilent 2100 bioanalyzer を使用し、PCR 産物の単




 塩基配列を決定するため、精製した PCR 産物のサイクルシーケンシングを行
った。Forward primer もしくは Reverse primer （1 pmol/µL） 1 μL、精製済み PCR
産物 0.5 μL、BigDye （v3.1） 1.1 µL、5×Sequence Buffer 1.75 µL、MQで総量
10.6 μLに調製し、反応を行った。反応条件は 96℃ 1分加熱した後、96℃ 10秒、
50℃ 5秒、60℃ 4分を 25サイクル行った。 
 
iv) シーケンス解析 
 得られた反応液を PERFORMA DTR Gel Filtration Cartridge（Edge Bio）を用い
て製品付属のプロトコールに従い精製を行った。Hi-Di formamide 16 µLに再溶解
し、70℃で 5分間加熱、3分間氷上静置した。これをDNAシーケンサー310（ABI）
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第 2項 実験結果 
1. HeLa 細胞における IRの選択的スプライシング様式の確認 
 
 培養したHeLa細胞から全RNAを抽出し、逆転写反応によって cDNAを得た。
エクソン 11の有無の検出が可能なプライマ （ーIR c10f－IR c12r）を用いて、PCR
を行った。図 1-3 は PCR 産物をキャピラリー電気泳動で分離した結果である。












Upper band および Lower bandが IRのmRNA由来の PCR産物であるかどうか
を確認するために塩基配列を決定した。TAクローニング法によりサブクローニ
ングを行い、Upper bandおよび Lower bandをそれぞれ単一の PCR産物とした後、
DNAシーケンサーで塩基配列を決定した。解析結果から Upper band（約 170 bp）
はエクソン 11を含む mRNA由来の PCR 産物（Exon11+IR; 165 bp）であり、Lower 
band（約 130 bp）はエクソン 11を欠く mRNA由来の産物 （Exon11-IR; 129 bp）
であると確認された（図 1-4）。 
  
図 1-3 HeLa細胞内在性 IRの選択的スプライシング 
図 1-4 PCR産物の塩基配列の決定 
第 1章 




エクソン 11 の有無を検出する際の PCR サイクル数を設定するため、25、28、
30 サイクルで検討を行った。図 1-5a は PCR 産物を電気泳動して得られた
electropherogramを示している。各ピークはControl（サイズマーカー）とExon11-IR
および Exon11+IR の 3 つのバンド由来の蛍光強度を示している。1-5b のグラフ
は縦軸に Exon11+IR の蛍光強度を Control の強度で除した値、横軸には検討した
PCR サイクル数を示している。この結果より、プラトー域に到達していないこ




























図 1-5 PCRサイクル数の検討 
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第 2節 IRの選択的スプライシングを操作する低分子化合物の探索 
 









されている。そこで、著者は IR エクソン 11 の認識を促進する低分子化合物を
発見することができれば、DM1 患者で併発する耐糖能異常の治療薬になると着




図 1-6 スプライシング異常を修正する低分子化合物の探索 
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SRPIN340（SRP）（gift from prof. M. Hagiwara） 
TG003（SIGMA-ALDRICH） 
Kinetin（FLUKA AG） 




(4) 細胞からの全 RNA抽出 
第 1節と同様の試薬を用いて全 RNAを抽出した。 
(5) 逆転写反応による cDNAの獲得と PCR増幅 
第 1節と同様の試薬を用いて cDNAを合成後、PCR を行った。 
(6) スプライシング産物の解析 








増幅した PCR 産物を Agilent 2100 bioanalyzer （Agilent Technology）および
DNA1000 LabChip kit （Agilent Technology）を使用し、付属のプロトコールに従
って分離した。 
第 1章 
- 15 - 
 
PCR産物の半定量には 2100 expert softwareで得られる electropherogramの peak 
height を利用した。IR エクソン 11を含む mRNA を Exon11+IR、欠失した mRNA
を Exon11-IR とした。Exon11+IR の割合は以下の式によって算出した。 






EGCGは DMSOに、3-NP、KR および PDNは PBS に溶解した。各濃度は、RES 
100 µM、SRPIN340 50 µM、TG003 50 µM、Kinetine 100 µM、EGCG 100 µM、3-NP 




 12 wellプレートの各 wellに 2×105個となるように播種し、一晩培養した HeLa
細胞の培地を除去し、5% FBS 含有 D-MEM 培地を各 well に 1 mL加え、DMSO
及び PBS が最終濃度 0.1%となるように調製した候補化合物を添加した。24時間
培養後、細胞を回収し、第 1節と同様の方法で全 RNAの抽出と RT-PCR により
スプライシング解析を行った。 
 
2-4 RES のスプライシング調節作用と経時変化 
 2-3と同様の方法で細胞を播種し、RES を最終濃度 100 µM となるように添加
した。0、2、4、8、12 時間培養後、細胞を回収し、第 1節と同様の方法で全 RNA
の抽出と RT-PCR によりスプライシング解析を行った。 
 
2-5 RES のスプライシング調節作用の濃度依存性 
細胞を播種し、一晩培養後、RES を最終濃度 10 μM、20 μM、50 μM、100 μM、 
200 μM となるように添加した。8時間培養後、細胞を回収し、第 1 節と同様の
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第 2項 実験結果 
1． 候補低分子化合物の IRの選択的スプライシングへの影響 
 
スプライシング調節作用が報告されている候補化合物から種々の機能を代用
する 8つの化合物 trans-Resveratrol （RES）、SRPIN340 （SRP）、TG003、Kinetin、
Epigallocatechin gallate （EGCG）、3-Nitropropionic acid （3-NP）、Kinetin riboside
（KR）、Prednisolone （PDN）を候補とした 4, 22-27)。表 1-1に化合物名と性質お
よびスクリーニング時の最終濃度を示した。 
   
Compound Function Final concentration 
trans-Resveratrol (RES) A kind of stilbenoid 100 µM 
SRPIN340 (SRP) SRPK inhibitor 50 µM 
TG003 Clk1 inhibitor 50 µM 
Kinetin A kind of cytokinin 100 µM 
Epigallocatechin gallate (EGCG) A kind of flavonoid 50 µM 
3-Nitropropionic acid (3-NP) Succinate dehydrogenase inhibitor 100 µM 
Kinetin riboside (KR) A kind of cytokinin 2 µM 
Prednisolone (PDN) Synthetic adrenal steroid hormone 2 µM 
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そして第 1節で検討したスプライシング解析条件により、候補化合物の IR エ
クソン 11 の選択的スプライシングへの影響を検討した。HeLa 細胞培養液中に
候補化合物を添加し、24 時間培養後、RT-PCR とキャピラリー電気泳動によっ
てエクソン 11 の選択的スプライシング様式を解析した。図 1-7 にキャピラリー
電気泳動の結果を示す。第 1 節で示したように IR mRNA 由来の二本の band が
観察された。8つ中 7 つの候補化合物はスプライシングに大きな変化を与えなか




















8 時間、12 時間とし、IR スプライシングの調節作用を確認した。その結果を図
1-8a に示す。縦軸はエクソン 11 を含む mRNA 由来 PCR 産物の割合（%）
（Exon11+IR）、横軸を RES の反応時間（hr）とした。 
DMSOを添加した細胞では添加から 12時間後においてもExon11+IRの割合に
大きな変化は認められなかった。一方、RES 100 µM を添加した細胞では添加か
ら 8 時間後までに Exon11+IR の割合が直線的に増大し、以降はプラトーに到達
した。これらの結果から次節以降の HeLa 細胞を用いた RES のスプライシング
図 1-7 薬物スクリーニングの結果 
第 1章 









ある DMSO と比較し、Exon 11+IR の割合を 34.3%から 63.9%まで増大した
（p<0.001）。 
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を図 1-9に示した。縦軸は Exon11+IR の割合、横軸は RES の添加濃度とした。
濃度は添加なし、10 µM、20 µM、50 µM、100 µM、200 µM の 6種類で検討した。
0 µM から 100 μM までは Exon11+IR の割合は直線的に増大し、その後、プラト
ーに到達することが確認された。これらの結果から、次節以降の HeLa細胞を用
いた RES のスプライシング調節作用の検討には 100 µM を添加し、スプライシ
ング産物の解析を行うことにした。 
  
図 1-9 RESの濃度依存的スプライシング調節作用 
第 1章 
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第 3節 細胞種による RESのスプライシング調節作用 
 
選択的スプライシングによって生じる IRの2つのアイソフォーム IR-Aと IR-B







はエクソン 11 を有する IR-B が主な産生物となる。一方、脳や小腸、癌組織に












Skeletal muscle cells（SkMC）（Lonza） 
Fibroblasts（Coriell institute for medical research） 
HeLa細胞の培養には 5% FBS 含有 D-MEM を使用した。 
その他の細胞には 10% FBS 含有 D-MEM を使用した。 




2-1 RES の添加 
 一晩培養した細胞の培地交換を行い、RES を最終濃度が 100 μM となるように
培養液中に添加した。細胞により、最適な反応時間が異なる可能性を考慮し、
第 1章 
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添加から 24時間後のスプライシング産物の解析を行うことにした。細胞を回収
後、全 RNA抽出と RT-PCR によりスプライシング解析を行った。 
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第 2項 実験結果 
1．ヒト由来細胞株と IRエクソン 11の選択的スプライシング 
 
 これまでに見出した RES の IR エクソン 11 におけるスプライシング調節作用
が HeLa細胞以外のヒト由来細胞株でも得られるかどうかを検証した。計 5種の
様々な組織由来の細胞株（SH-SY5Y細胞、HEK293細胞、HepG2細胞、Skeletal 










 図 1-10は各細胞種における Exon11+IR と Exon11-IR の割合を半定量解析した
結果を示している。神経芽腫 SH-SY5Y 細胞ではエクソン 11 を欠失した
Exon11-IR が主に産生されていた（98.5%）。HEK293細胞と HepG2 細胞はイン
スリン感受性組織である肝臓と腎臓に由来するため、Exon11+IR の割合が高くな
ることが予想された。しかしながら、両細胞は Exon11+IR の割合が約 35%であ
り、予想とは異なる結果が得られた。一方、正常細胞である SkMC および












Cell line Tissue 
SH-SY5Y human neuroblastoma 
HEK293 human embryonic kidney 
HepG2 human hepatocellular carcinoma 
Skeletal muscle cells (SkMC) human skeletal muscle 
Fibroblast human skin fibroblast 
表 1-2 使用した細胞とその由来組織 
図 1-10 細胞種による IRエクソン 11のスプライシング様式 
第 1章 




上述の 5 種の細胞への RES のスプライシング調節作用を検討した。各々の細
胞培養液中に RES 100 µM を添加し、IR のスプライシング解析を行った結果を
図 1-11に示す。Exon11-IR の割合が 98.5%と極めて高い値を示した SH-SY5Y細
胞ではRESの添加による有意なエクソン11の取り込み促進作用は認められなか
った。また Exon11+IR の割合が同程度であった HEK293細胞および HepG2細胞
においては、HepG2 細胞のみで RES はエクソン 11 の取り込みを強く促進した
（Exon11+IR: 33.6% → 41.6%）。HEK293 細胞では有意な変化は認められなか
った。また DM1 患者における耐糖能異常の原因は主に骨格筋での IR のスプラ
イシング異常であることが知られている 13)。骨格筋由来の細胞である SkMC に
おいても RES はエクソン 11 の取り込みを促進した（Exon11+IR: 73.4% → 
82.7%）。検討した 5 種のヒト由来細胞株の中で、最も大きな RESによるスプラ
イシング調節作用が得られた細胞は Fibroblast であり、RES 添加は Exon11+IR の
割合を 62.5％から 78.5％まで増大させた。 
 
  
図 1-11 各細胞種における RESのエクソン 11認識促進作用 
第 1章 
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第 4節 DM1患者由来細胞のスプライシング異常修正 
 
DM1 患者の病態原因となる CTG 反復配列の異常延長は減数分裂の際に生じ
ることが知られている。健常者では 5 から 37 リピートであるのに対し、DM1
患者では 51から数千にまで延長が増大する。リピート数が 38から 50の場合は
pre-mutation に分類され、51 から 100 の場合は proto-mutation と呼ばれる。これ
らは共に DNA複製機構が不安定となるため、リピート数が増大する可能性をも










 本節では一般的な DM1 罹患家系患者由来の細胞を使用し、RES が IR のスプ
ライシング異常を修正できるかどうかを検討した。 
 





Coriell cell repositories から以下の DM1 患者由来繊維芽細胞を購入し、
RES によるスプライシング異常の回復が可能かどうかを検討した。 
健常者（Normal）; GM17052細胞 （Normal fibroblast） 
患者 I-1; GM06076細胞 （DM1 patient fibroblast） 
患者 II-1; GM04608細胞 （DM1 patient fibroblast） 
患者 III-1; GM04601細胞 （DM1 patient fibroblast） 
患者 III-2; GM04602細胞 （DM1 patient fibroblast） 
細胞の培養には 10% FBS 含有 D-MEM を使用した。 
 
第 1章 
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(3) 細胞からの全 RNA抽出 
第 1節と同様の試薬を用いて全 RNAを抽出した。 
(4) 逆転写反応による cDNAの獲得と PCR増幅 





2-1 RES の調製と細胞への添加 
第 1節と同様の方法で RES を DM1患者由来細胞に添加した。 
 
2-2 細胞の播種、RT-PCR およびスプライシング産物の解析 
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第 2項 実験結果 
1. DM1患者由来細胞の IRエクソン 11スプライシング異常 
 




第 1世代の I-1（64 歳）は 66リピートをもつ proto-mutation に分類され、眼瞼
下垂などの軽度な臨床症状をもつ軽症患者である。第 2 世代の II-1（29 歳）は
発端者であり、眼瞼下垂や手の筋強直、四肢遠位筋の萎縮や過眠症を呈する中
程度の臨床症状をもつ患者である。第 3世代にあたる 2名の患者の III-1と III-2





図 1-13 はこれらの細胞内在性 IR の Exon11+IR（図 1-13a）および Exon11-IR
（図 1-13b）の割合について半定量解析を行った結果である。縦軸には Exon11+IR
および Exon11-IR の割合、横軸は世代順とし、CTG 反復配列が増大するように
示した。66 リピートをもつ軽症患者 I-1 における Exon11+IR の割合は 63.6％で
あり、健常者由来細胞と比較し、大きな差は認められなかった。第 2 世代の患
者 II-1 では Exon11+IR の割合が 59.3%と健常者に比べ、有意に低下していた。
そして最も CTGリピート数が多い重症型患者 III-1、III-2では Exon11+IR の割合
が 52.1と 52.4％と 3 世代の中で最も低い値を示した。 
図 1-12 筋緊張性ジストロフィー（DM1）患者家系図 
第 1章 
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図 1-13 に示した Exon11-IR の半定量解析結果からも世代を経るごとにエクソ
ン 11を欠失したアイソフォームが増大していくことがわかる。これらの結果よ
り、IR エクソン 11の選択的スプライシング異常についても表現促進現象が認め
られ、第 1 世代から第 3 世代へと世代を経るごとに Exon11+IR の割合の低下
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2. RES による患者由来細胞のスプライシング異常修正 
 
4 種の DM1 患者由来細胞の IR におけるスプライシング異常を RES が修正す
るかどうかを検証した（図 1-14）。RES を添加した患者細胞から抽出した RNA
を RT-PCR し、スプライシング解析を行った。これまでと同様に半定量解析を
行った結果を示す。 
Proto-mutation をもつ軽症患者 I-1 由来細胞および発端者である患者 II-1 由来
細胞への RES の添加は Exon11+IR の割合をそれぞれ 78.8%と 76.0％まで有意に
上昇させた（p<0.001）。そして重症型患者である III-1 と III-2 由来細胞におい
ても RES は各細胞で強いエクソン 11 の取り込み促進作用を示した（III-1；
52.1%→73.3％ III-2；52.4%→73.7% p<0.001）。RES 添加前の健常者の Exon11+IR
の割合は 62.5%であったことから、RES は異常延長した CTG 反復配列をもつ
DM1 患者におけるエクソン 11 の取り込みを健常者以上にまで増大することが
明らかとなった。 
  
図 1-14 DM1患者由来細胞への RES添加によるエクソン 11認識の促進 
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第 5節 考 察  
 
DM1 患者は多くの遺伝子で選択的スプライシング異常が生じるために多彩な













ルの１つである RES が HeLa 細胞の IR エクソン 11 の認識を促進することを見
図 1-15 スプライシング異常修正アプローチ 
第 1章 





既に市場に流通し、幅広い研究が進む RES は DM1 患者で併発する耐糖能異常
治療薬として有望であると考えた。 






れている 39-41)。これらの反応は早いもので 1 時間以内に細胞内の機能に影響を
与える 42)。さらに、RES の濃度も作用発現の重要なファクターであり、低濃度
でのみ作用を示す場合が報告されている 43)。そこで RES のスプライシング調節






図 1-16 組織による IRの選択的スプライシング様式 
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HEK293 細胞と HepG2 細胞は高いインスリン感受性をもつ肝臓と腎臓由来であ
るにも関わらず、Exon11-IR が主な産生物となっていた（図 1-10）。Chettouch
ら 44)は、正常肝細胞では Exon11+IR の発現割合が高いが、原発性肝細胞癌など
の癌化した細胞ではその割合が低下し、Exon11–IR の割合が増加することを報告
している。さらに彼ら 44)は肝細胞癌ではスプライシング制御因子の発現量が異
常化することを発見した。また Webster ら 45, 46)は HEK293 細胞では CUGBP1




多くの細胞で内在性 IR エクソン 11 のスプライシングを促進することが明らか
となった 6)。 
次に異常延長した CUG反復配列をもつ DM1患者由来細胞でも RESは効果を
示すかどうか検討した。DM1 の病態原因である CUG 反復配列の異常延長は、
世代を経るごとに増加する表現促進現象を示す 33)。三世代からなる DM1患者由
来細胞（4種）を用いて検証を行った結果、RES の添加は全ての患者由来細胞の
IR エクソン 11 の取り込みを促進した（図 1-14）。第三世代の患者 III-1 および
III-2は先天的な重症型患者であり、IR エクソン 11のスプライシング異常は第 1
世代の I-1、第 2世代の II-1と比較し、重度であることが確認された（図 1-14）。
RES はこのような重症例にも有効であり、エクソン 11の取り込みを正常のベー
スライン以上にまで強く促進した（図 1-14）6)。 
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1. ポリフェノールの一つである RES が HeLa 細胞内在性 IR の選択的スプライ
シング時にエクソン 11の取り込みを促進した 
 
2. RES のスプライシング調節作用は細胞培養液に添加 1 時間後には有意にエ
クソン 11の取り込みを促進した 
 
3. RES のスプライシング調節作用は濃度依存性があり、最もエクソン 11 の取
り込みを促進し、細胞自身への影響が少なかった添加量は 100 µM であった 
 
4. RES は骨格筋細胞 skeletal muscle cells、肝癌由来細胞 HepG2、繊維芽細胞
fibroblast の内在性 IR エクソン 11の認識を促進した 
 
5. RESは神経芽腫 SH-SY5Yおよび HEK293ではスプライシング調節作用を示
さなかった 
 
6. 一つの家系の DM1 患者由来細胞 4 種では表現促進現象が見られ、世代を経
るごとに IR エクソン 11のスプライシング異常が増大していた 
 
7. RES は重症度に関わらず DM1患者由来細胞における IR エクソン 11の取り
込みを正常以上にまで増大させた
第 2章 
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やグルコースホメオスタシスの改善、抗炎症作用など広範囲におよぶ 43, 47, 48)（図
2-1）。多くの薬理作用の中で、最も関心が寄せられている効果が寿命延長効果
である。この効果の発現に関わる重要なシグナルとして長寿遺伝子である SIRT1
（Sirtuin 1）の活性化作用や cAMP ホスホジエステラーゼ阻害作用による AMPK




図 2-1 RESの主な薬理作用 
第 2章 
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 ここまでに RES の細胞への添加が IR エクソン 11 における選択的スプライシ
ングを変更し、インスリン感受性の高いアイソフォームの産生を促すことを示
した（第 1 章）。そこで、このスプライシング調節作用を RES の代表的なシグ
ナル経路を活性化させることで再現できるかどうかを検証した（第 1節）。 
また DM1 のスプライシング異常を引き起こす原因として MBNL1
（muscleblind-like 1）と CUGBP1（CUG binding protein 1）の関与が知られている。
これらはスプライシング制御因子であり、MBNL1 はエクソン 11 の認識を促進
し、CUGBP1 はエクソン認識を抑制する、相反した役割を担う。また RES は特
定のスプライシング制御因子の発現量に影響を与えることが報告されている 22)。




第 1節 RESの代表的シグナル経路と IRスプライシング 
 
RES は多くの生体分子を標的とする。cyclooxygenase の阻害作用が発見された
後 49)、SIRT1 の活性化作用 39)、cAMP ホスホジエステラーゼ阻害作用 40)など、
多様な薬理作用が報告されてきた。本節では RES の代表的作用である SIRT1 と
AMPK （AMP-activated protein kinase） 活性化のシグナル経路に焦点をあて、IR
エクソン 11認識機構とこれらの経路の関わりについて検討した。 
ヒトにおいて、Sirtuin 蛋白質は SIRT1 から SIRT7 までの 7 種が報告されてい
る 50)。SIRT1 は最も研究が進み、カロリー制限や寿命延長効果との関わりが知
られている 51, 52)。Howitz らはハイスループットスクリーニングにより RES が
SIRT1 の活性化剤となることを見出した。SIRT1 は NAD+依存性脱アセチル化酵
素の一つであり、広範な組織での代謝ホメオスタシスに関わる。これまでに
Sirtuin activating compounds （STACs）として、いくつかの有望な化合物が発見
されている。SRT1720 は STACs として見出された合成化合物であり、グルコー
スホメオスタシスの改善やインスリン感受性の増大、ミトコンドリア機能の回
復作用をもつことが報告されている 53, 54)。 
RES のもう一つの代表的な作用として AMPK 活性化経路がある。AMPKは細
胞内の AMP/ATP ratioが増大した（細胞内エネルギーの低下）際に活性化され、
グルコースの取り込みや脂肪酸の β 酸化を促進する 55)。そのため、Ⅱ型糖尿病
を含む代謝異常の治療分野で注目されている 56)。Parkら 40)は RES がホスホジエ
ステラーゼ（PDE）による cAMP の分解を抑制することで AMP/ATP ratio を増大
第 2章 




は、AMP/ATP ratio を直接増大させることで AMPKを活性化する。そこで AICAR
を用いて AMPK 経路と IR エクソン 11 の選択的スプライシング機構の関わりを
評価した。 
 
第 1項 実験試薬および実験方法 
1. 実験試薬  
(1) 細胞培養試薬 
第 1章の第 1 節と同様の試薬を使用した。 
(2) 使用した細胞 
GM17052細胞 （Normal fibroblast） （Coriell cell repository） 
GM04602細胞 （DM1 patient fibroblast） （Coriell cell repository） 
(3) シグナル活性化剤 
SRT1720 （Calbiochem） 










後、細胞を回収し、全 RNA抽出と RT-PCRによりスプライシング解析を行った。 
 
2-3 RT-PCR反応とスプライシング産物の解析 
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第 2項 実験結果 
1. SIRT1 活性化経路と IRエクソン 11スプライシング 
 
RESの 1000倍程度強い SIRT1活性化作用をもつことが報告されている合成化
合物 SRT172057)を用いて、IR のエクソン 11 における選択的スプライシング機構
と SIRT1活性化経路との関連性を調べた。検討には RES で効果が得られた健常
者由来線維芽細胞および DM1 患者由来線維芽細胞（GM04602；CTG リピート
数 1600）を使用した。 
図 2-2 に Exon11+IR の割合を半定量解析した結果を示す。第 1 章の第 4 節で
示したように DM1 患者由来細胞では健常者由来細胞と比較し、エクソン 11 取
り込みの低下が確認された。これらの細胞に対して SIRT1 活性化剤の SRT1720
を添加した結果、健常者および DM1 患者由来細胞の IR スプライシング様式に
有意な変化は観察されなかった。これらのことから、RES は SIRT1 非依存的に





















図 2-2 Sirtuin1活性化と IRエクソン 11のスプライシング 
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2．AMPK 活性化経路と IRエクソン 11スプライシング 
 
次に RES のエクソン 11 の認識促進作用が AMPK 活性化経路に依存するかど
うかを検討した。AMPK 経路の活性化にはアデノシンアナログである AICAR を
用いた。効果の検討には SRT1720 と同様の方法で行い、健常者由来線維芽細胞
および DM1 患者由来線維芽細胞（GM04602；CTG リピート数 1600）を使用し
た。 
図 2-3 にこれまでと同様に Exon11+IR の割合を半定量解析した結果を示して
いる。AICARの添加は RESで効果が確認されている健常者由来細胞および DM1
患者由来細胞の IR エクソン 11 における選択的スプライシングに有意な変化を





図 2-3 AMPK活性化と IRエクソン 11のスプライシング 
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第 2節 MBNL1のノックダウンと IRスプライシング 
 
 





イシング異常を引き起こす。IR エクソン 11 はMBNL1 によってエクソン認識が
促進されるため、この機能不全はエクソン 11 の認識低下を招く。そこで本節で




図 2-4 DM1患者における MBNL1機能不全の概略 
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グ制御因子の発現量の違いは IR エクソン 11 のスプライシング様式に大きく影
響する。これまでに RES は特定のスプライシング制御因子の発現量を変化させ
ることが報告されている 22)。シクロヘキシミド（CHX）は蛋白質合成の転移過





第 1項 実験試薬と実験方法 
1. 実験試薬 
(1) siRNAを用いた MBNL1 のノックダウン 














2-1 siRNAを用いた MBNL1 のノックダウン 
i) HeLa 細胞の培養 
 12 well プレートを用いて、第 1章の第 1 節と同様の方法で培養した。 
 
ii) siRNAの transfection 
各 well の HeLa細胞に対して最終濃度 50 nM となるように control siRNA およ
びMBNL1 siRNAを Lipofectamine2000により導入した。MBNL1 siRNAは細胞へ
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の添加により、ノックダウンすることが確認されている配列で構成されるもの
を使用した。100 µLの Opti-MEM と siRNAの混合液、100 µL Opti-MEM と 3 µL
の Lipofetamine2000 の混合液を混ぜ合わせ、室温で 20 分間静置した。その間に
細胞の培地を除去し、PBSで 2回洗浄後、各 wellに Opti-MEMを 800 µL加えた。
そこへ siRNAと Lipofectamine2000 の混合液を 200 µL添加し、5 時間培養した。 
 
2-2 薬物の添加 
トランスフェクション後、培地を除去し、5% FBS 含有 DMEM 1 mLを加え、




最終濃度 5 µM となるように HeLa細胞に添加した。この時、DMSO の最終濃度




 第 1章と同様の試薬及び方法を用いて実験を行った。 
  
第 2章 
- 41 - 
 
第 2項 実験結果 
1. MBNL1 ノックダウン時の RESのスプライシング調節作用 
 
siRNA を利用した MBNL1 のノックダウン時の HeLa 細胞における IR エクソ




機能不全となる。これにより、DM1患者の IR はエクソン 11を欠失した mRNA
が主な産生物となる 46)。 
そこで RES が MBNL1 を標的分子としてスプライシング調節作用を示してい
るかどうかを検討するため、上記の MBNL1 をノックダウンさせた細胞培養液中
に RES を添加した。その結果、MBNL1 のノックダウンにより低下していた
Exon11+IR の割合は 60.5%まで、回復された（p<0.05）（図 2-5）。しかしなが
ら、MBNL1 をノックダウンしていない細胞へ RES を添加した際は Exon11+IR
の割合を 54.1%から 71.4%まで増大させたのに対し、MBNL1 ノックダウン時で




図 2-5 MBNL1ノックダウン時の RESのスプライシング調節作用 
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図 2-6に Exon11+IR の半定量解析結果を示す。CHXの細胞培養液中への添加
により、新規蛋白質合成を停止させた結果、Exon 11+IR の割合は 52.5%から
16.5%まで強いエクソン認識低下が引き起こされた（p<0.001）。 
次に CHXによる新規蛋白質合成阻害環境下に RES を添加した場合の IR エク
ソン 11のスプライシングを観察した。その結果、RESは蛋白質合成に関わらず、
Exon11+IR の割合を 16.5%から 61.9 ％に有意に増大させた（p<0.001）（図 2-6）。 
  
図 2-6 CHX添加時の RESのスプライシング調節作用 
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第 3節 イントロン 10配列への CUGBP1の結合と RESの阻害作用 
 
DM1患者における IR エクソン 11のスプライシング異常の原因は MBNL1 の
機能不全だけでなく CUGBP1 の関与が報告されている。CUGBP1 はスプライシ
ング制御因子の一つであり、一本鎖 CUG 配列への高い結合性をもつ。しかし、
CUG配列の二本鎖からなるステムループ構造への結合性は低く、MBNL1 のよ
うな DM1患者における細胞内局在異常は生じない 59, 60)。CUGBP1は protein 
kinase C（PKC）による過剰リン酸化や安定性の増大を受けるため、定常量が増
大することで DM1患者におけるスプライシング異常を引き起こす 61)（図 2-7）。 
CUGBP1はUとGが多く存在するUG-rich motifへの結合性が高いことが知ら
れている。そこで IR エクソン 11近傍の CUGBP1 が結合する可能性が高い配列
領域を探した（第 1 項）。そして in vitro binding反応を行い、western blot 法によ
り、CUGBP1 の結合を確認した（第 2項）。最後に RES が CUGBP1 の RNAへ
の結合性に影響を与えるかどうかを検討した（第 3項）。  
図 2-7 CUGBP1の定常レベル増大が引き起こすスプライシング異常 
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(1) In vitro binding 反応 
IR i10-e11 probe （50 pmol/µL）  





EDTA （ethylenediaminetetraacetic acid） （同仁化学研究所） 
HNE （HeLa nuclear extract） （CILBIOTECH） 
Glycerol （和光純薬） 
IGEPAL CA630 （SIGMA-ALDRICH） 
(2) SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動 
1× SDS running buffer 
アクリルアミド （和光純薬） 
ビスアクリルアミド （和光純薬） 
過硫酸アンモニウム（ammonium persulfate; APS） （和光純薬） 
ドデシル硫酸ナトリウム （和光純薬） 
TEMED （N,N,N',N'-tetramethylethylenediamine） （和光純薬） 
ブチルアルコール （和光純薬） 
(3) Western blot 法 
   メタノール （和光純薬） 
Amersham Hybond 0.2 μm PVDF （GE healthcare） 
スキムミルク（和光純薬） 
CUGBP1 antibody （3B1） （Santa Cruz） 
Mouse IgG HRP conjugated （R&D systems） 
   Pierce Western blotting substrate plus （Thermo Scientific） 
 
2． 使用機器 
電気泳動槽 AE-6500 （ATTO） 
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i) ソフトウェア 
「Human Splicing Finder 3.0」 
http://www.umd.be/HSF3/ 
ii) データベース 




4-1  IRの塩基配列とブランチ部位の予測 
IR の塩基配列は Ensembl genome browser よりヒト由来インスリンレセプター
insulin receptor （INSR: ENSG00000171105、NM_000208）の遺伝子配列を取得し
た。またイントロン 10のブランチ部位予測には、オープンソースの Human 
Splicing Finder 3.0 を利用した。 
 
4-2  In vitro binding 反応 
RNAプローブの設計 
IR i10-e11 RNA ; 5’- GUC CUC AAA GGC GUU GGU UUU GUU UCC ACA 
GAA AAA CC-3’ 
i) In vitro binding 反応 
合成 IR i10-e11RNAを binding buffer（Tris-HCl pH 8.0 40 mM, KCl 30 mM, MgCl2 




4-3  SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動 
4×分離用ゲル緩衝液 1.75 mL、30％アクリルアミド溶液 3.0 mL、超純水 2.0 mL、
10% APS 100 μL、TEMED 7 μLを混和し、ゲル作製用のガラス板に流し込んだ。 
空気とゲル表面の接触を断つため、ブチルアルコールを重層した。ゲルが完全
に重合したことを確認した後、ブチルアルコールの除去と超純水でゲル表面を
洗浄した。次に 4×濃縮用ゲル緩衝液 0.75 mL、30％ アクリルアミド溶液 0.4 mL、
超純水 1.8 mL、10% APS 45 μL、TEMED 3 μLを混和した溶液を分離用ゲルの上
に重層した。ウェル作製コームを差し、ゲルを完全に重合させた。ゲルは 1× SDS
ポリアクリルアミド泳動緩衝液を満たして電気泳動槽 （ATTO）に固定し、調
製した各電気泳動用サンプルをアプライして 20 mAの定電流で 75分間電気泳動
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4-4  Western blot 法 
メタノールにつけて親水化処理をした polyvinylidene difluoride （PVDF） 膜 
（Hybond-P）を 1×Transfer 緩衝液（25 mM Tris, 192 mM Glysine, 20% メタノー
ル）に約 5 分間浸し、平衡化させた。電気泳動後のゲルとメンブランを重ねて
トランスファーカセットおよびトランスファー装置（Bio-Rad）にセットし、1× 
transfer緩衝液中で 300 mAの定電流で 70分間トランスファーを行った。トラン
スファー終了後、転写後のメンブランを 5% スキムミルク含有の 1×TBS-T（ブ
ロッキング溶液） 10 mLに浸し、室温で 1 時間ブロッキング反応を行った。ブ
ロッキング溶液を除いた後、1次抗体（anti-CUGBP1）をブロッキング溶液で 500
倍希釈した 1次抗体反応液に PVDF膜を浸して 1時間室温で振盪した。1次抗体
反応終了後、PVDF膜を TBS-Tで 10分 3回振盪させて洗浄した。2次抗体（HRP 
conjugated anti-mouse IgG）をブロッキング溶液で 1000倍希釈した 2 次抗体反応
液に PVDF膜を浸し、60分間室温で振盪した。2次抗体反応終了後、PVDF膜を
TBS-Tで 10分 3回振盪させて洗浄した。TBS-Tを除去した後、化学蛍光検出キ
ット（Western blotting substrate plus）の A液 1.2 mLと B液 30 μLの混合液をメ
ンブレンに 5 分間反応させ、HRP による化学発光反応を行った。化学発光は
ImageQuant LAS4000 を使用し検出した。 
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第 2項 実験結果 
1. IRエクソン 11領域と CUGBP1 
 
 IR のエクソン 11内には CUGBP1 が結合するシス配列が存在することが報告
されている 46)。MBNL1 の結合配列は選択的スプライシングを受けるエクソン内
に多く存在するのに対し、CUGBP1 の結合配列は選択的スプライシングを受け
るエクソン近傍のイントロン領域に多いことが知られている 62)。そこで IR エク
ソン 11近傍配列から CUGBP1 が結合しやすいシス配列の有無を確認した。図
2-8に IR エクソン 11 近傍の上流の塩基配列を示した。 
配列の確認を行った結果、エクソン 11の上流配列に CUGBP1 の結合性が高い
と報告されている U と Gが連続する領域（GUU GGU UUU GUU U）の存在が確
認された 63)。これはイントロン 10のスプライシング反応の進行に関わる
polypyrimidine tract（PTT）に位置する 46)。これまでに CUGBP1 が PTT に結合す
ることで PTB（polypyrimidine tract binding protein）の結合を競合的に阻害し、エ
クソン認識に影響を与えることが報告されている 64)。そこで次項ではエクソン
11上流領域への CUGBP1 の結合を確認した。 
  
図 2-8 イントロン 10内の CUGBP1類似コンセンサス配列 
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2. CUGBP1 と IRエクソン 11上流配列との相互作用 
 
CUGBP1 と IR エクソン 11上流領域との相互作用を確認するため、in vitro 
binding反応と western blot 法を利用した実験を行った。まず UG-rich 配列と考え
られる領域を含むイントロン 10とエクソン 11の一部配列からなる 38 merの
RNAプローブ（IR i10-e11 RNA）を設計した。これと CUGBP1 を含む細胞核抽
出液を in vitro で反応させ、RNA-蛋白質複合体の形成を行った後、紫外線照射に
より複合体内に共有結合を形成させた。 
CUGBP1 抗体を用いた western blot 法の検出結果を図 2-9に示した。CUGBP1
（約 54kDa）の band は蛋白質のみのレーンと IR i10-e11 RNAと核抽出液を反応
させたサンプルの両レーンで観察された。しかしながら、複合体形成を行った
サンプルのレーンでは約 70kDa付近にもう一つの bandが観察された。In vitro 
binding反応に利用した RNAプローブは約 12 kDaであることから、架橋形成さ
れた CUGBP1-RNA複合体の分子量は約 66 kDa（54 +12 kDa）であることが予想
される。また、エクソン 11下流配列を用いた結合反応実験を行い、CUGBP1 は
下流配列には結合しないことを確認した。これらの結果より、図 2-10に見られ





図 2-9 CUGBP1と IRエクソン 11近傍配列との複合体形成 
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ことになる。そこで RES が CUGBP1 のエクソン 11上流領域への結合を阻害す
るかどうかを検討した。RES を in vitro binding反応液中に加え、複合体形成反応
を行った後、western blot 法で CUGBP1 の RNAに対する結合性の影響を検討し
た。 
 既に示したように、CUGBP1 は IR i10-e11 RNAに結合していた（図 2-10）。
この反応液に対して RES を 20 nmol、50 nmol、100 nmol 加え、濃度依存性を検













図 2-10 RESの CUGBP1結合阻害 
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第 4節 考 察 
 
これまでに RES は脊髄性筋萎縮症の治療標的である SMN2（Survival motor 
neuron 2）やスプライシング制御因子である SRp20、protein kinase C delta の選択
的スプライシングや TNF-α pre-mRNAの恒常的スプライシングに影響を与える
ことが報告されている 22, 65, 66)。さらに最近ではポンペ病（糖原病Ⅱ型）の α1,4
グリコシダーゼ（GAA）遺伝子変異による異常スプライシングを修正すること
が報告されている 67)。RES が示す多くの薬理作用には SIRT1 の活性化が関与し
ている。SIRT1 活性化は細胞内における数種のシグナル経路の活性化を引き起こ
す 53)。 
そこで SIRT1 の強力な活性化剤である「SRT1720」を用いて、Sirtuin 経路の
IR スプライシングへの関与を確かめた。しかしながら、SRT1720による SIRT1
の活性化は IR のスプライシングに有意な変化を与えなかった（図 2-2）。この
ことから RESのスプライシング調節作用は SIRT1活性化およびその下流の経路
とは関与しないことが明らかとなった 6)。 




れており 68, 69)、RES の多様な薬理作用に大きく関わると考えられている。そこ
で、アデノシン一リン酸（AMP）のアナログである「AICAR」を用いて、AMPK
を活性化による IR エクソン 11における選択的スプライシングへの影響を検討
した。しかしながら、Sirutin 経路と同様にスプライシングは AMPK 経路の活性
化による有意なスプライシング変化は認められなかった（図 2-3）。2016年に
Baghdoyanら 70)は糖尿病治療薬であるMetforminが IRエクソン 11の取り込みを
促進させることを報告した。Metformin は RES と同様に AMPKの強い活性化剤
として知られている 71)。Banghdoyan ら 70)は DM1患者由来の中間中胚葉細胞を














御因子にMBNL1 と CUGBP1 がある。MBNL1 は IR のエクソン 11 下流領域のイ
ントロン内に結合し、エクソン認識を促進することが知られている 46)。そこで
siRNAを用いた RNAi によりMBNL1 のノックダウンとそれによる IR エクソン
11のスプライシング変化を確認した。siRNAによるMBNL1 のノックダウンで
は Exon11+IR の割合を 53.4%から 31.2%にまで低下させた（図 2-5）。そして、
MBNL1 をノックダウンした細胞に RES を添加した場合、Exon11+IR の割合は
35.3%から 57.2%にまで増大した。この結果は RES がMBNL1 の関与しない経路
で IR エクソン 11の選択的スプライシングを調節している可能性を示唆した。 
これまでに RES は幾つかのスプライシング制御因子の発現を上昇させること










の RES の効果を確認した全ての細胞における結果と比較し、Exon11+IR の増大
が最も強く観察された（16.5→61.9%）。 
 次にRESのスプライシング調節作用とCUGBP1の関与について実験を行った。





ン認識を促進する 62)。そこで IR エクソン 11 近傍の CUGBP1 が結合する配列を
予測し、エクソン 11 の上流配列に CUGBP1 が結合する領域として報告がある
UG-rich領域を発見した（図 2-8）。In vitro binding反応とウエスタンブロッティ
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ングにより、この領域を含む RNAプローブには CUGBP1 が結合することを見
出した（図 2-9）。この領域は in silico で予測されるブランチ部位と近接してお
り、CUGBP1 の結合はスプライシング反応の進行に影響を与える可能性がある。 
そこで RES が CUGBP1 の RNAへの結合性に影響を与えるかを検証し、
CUGBP1 の結合を濃度依存的に阻害することを見出した（図 2-10）。これらの
結果から、RES はエクソン認識を抑制する CUGBP1 の IR エクソン 11領域への
結合を阻害することで作用を示している可能性が考えられる（図 2-11）。 
 
しかしながら、RES で効果が得られていない HEK293においても CUGBP1 が
高発現しており、これがエクソン 11の取り込み割合の低下を引き起こしている
と考えられている 46)。そのため、RES のスプライシング調節作用が CUGBP1 の
結合阻害のみで現れているのであれば、HEK293 においても効果が得られても良
い。前述のとおり、RES は多様なシグナル経路に関わる。DM1患者では CUGBP1
は Protein kinase C（PKC）α/βIIによって過剰リン酸化されることにより、安定










図 2-11 RESの CUGBP1結合阻害 
第 2章 
- 53 - 
 




1. RES の代表的な活性化経路の SIRT1 経路の活性化は IR エクソン 11 の選択
的スプライシングに影響を与えなかった 
 
2. RES が活性化することが知られている AMPK の活性化は IR エクソン 11の
選択的スプライシングに影響を与えなかった 
 








5. In vitro binding反応の結果から、IR エクソン 11の上流（イントロン配列内）
に CUGBP1 が結合することを明らかにした 
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ライシング制御因子がエクソン認識を促進する配列（exonic splicing enhancer; 
ESE、intronic splicing enhancer; ISE）や抑制する配列（exonic splicing silencer; ESS、
intronic splicing silencer: ISS）に結合し、スプライシング反応は調節される。エク
ソン認識を促進する因子として SR（serine/arginine-rich）蛋白質が知られており、
RNA認識モチーフ（RNA recognition motif; RRM）と Arg/Serに富む RS ドメイン
を有する。RRMを介してpre-mRNAに結合し、RSドメインがU1 snRNPのU1-70K
や U2AF35と複合体を形成することでエクソン認識を高めると考えられている
73-76)。一方、エクソン認識を抑制する蛋白質として hnRNPs（heterogenous nuclear 




図 3-1 スプラインシング制御因子の構造と機能 
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て（プロテオミクスやメタボロミクス）活躍している 79, 80)。 
質量分析を行うためには、測定サンプルがイオン化される必要があり、その
手法として様々な方法が開発されている。電子イオン化（electron ionization; EI）
法、化学イオン化（chemical ionization; CI）法、高速原子衝撃（fast atom 
bombardment; FAB）法、マトリックス支援レーザー脱離イオン化（matrix-assisted 
laser desorption/ionization; MALDI）法、大気圧化学イオン化法（atmospheric pressure 
chemical ionization; APCI）および本稿で用いたエレクトロスプレーイオン化
（electrospray ionization; ESI）法などがある 81)。これらのイオン化法の中から測
定試料の性質や目的に応じて最適な方法を選ぶ必要がある。測定質量範囲は EI






































い手法は「Peptide mass fingerprinting (PMF) 法」と呼ばれ、蛋白質を特異的な酵
素で断片化し、生成される断片ペプチドの質量リストをデータベース検索に利











図 3-2 ペプチドイオンの分析に使用したイオンソース 
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Lys: K）およびアルギニン（Arginine: Arg: R）の C 末端側を特異的に切断するこ
とができる消化酵素である 86)。 
トリプシンを用いてペプチド断片化した測定サンプルを逆相高速液体クロマ
トグラフィ （ーReversed-phase liquid chromatography; RPLC）により疎水性に基づ
き分離した後、質量分析装置のイオン源に導入した。 
生じたペプチドイオン（プリカーサーイオン）はリニアイオントラップの質
量分析部に送られ、イオン解離法の 1つである衝突誘起解離（collision induced 
dissociation; CID）によってさらに開裂する。ペプチドは図 3-3に示すような 3
種類、計 6種類のイオンを生成する開裂様式が知られているが、本研究で使用
した CIDでは N末端側の bイオンと C末端側の yイオンを生じる開裂反応が優
先的に起きる 87)。これにより個々のアミノ酸残基の化学構造は保持された小さ
なペプチド断片が生じることになる（プロダクトイオン）（図 3-4a）。 
図 3-4b はMS/MS解析で得られるマススペクトルの例を示している。図 3-4a,b
図 3-3 CIDによるペプチド断片の開裂様式 
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a 
で示した R1から R5はアミノ酸残基を示している。例として R3のアミノ酸を
決定する場合、R3と R4 の間で開裂して生じた bイオン（b3）と R2 と R3の間
で開裂して生じた b イオン（b2）の m/z の差を算出することで R3のアミノ酸残
基を決定することができる。この原理に基づき、異なるペプチド断片からも同
様にアミノ酸情報を取得することができる。このことから図 3-3に示すような 3
種の開裂から生じる a,b,c,x,y,z の計 6種類のプロダクトイオンは「シークエンス
イオン」とも呼ばれている。 
  
図 3-4 MS/MS解析によるアミノ酸配列を決定するための原理 
b 
第 3章 



















た（第 2節）。第 3 節および第 4節では複合体の構成蛋白質を最適化したシス
テムを利用し、結合蛋白質の同定を行った。第 5節、第 6節では複合体形成を
阻害する低分子化合物を探索し、細胞内在性の IR エクソン 11におけるスプラ
イシング調節作用を検討した。  
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第 1項 実験材料および実験方法 
1． 実験材料 
(1) 測定試料 












カラム：L-column Micro C-18 （0.1×150 mm） （CERI） 
移動相: 1; 98% H2O, 2% MeCN, 0.1% FA 
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高分解能質量分析装置 
装置：LTQ-Orbitrap Discovery （Thermo Scientific） 
イオンソース：Dream spray （AMR） 
スプレーチップ：Fortis Tip （AMR） 
イオン化法：Electrospray ionization（ESI）法 















0.5 mLチューブに BSA 10 μgを 50 mM 重炭酸アンモニウム （pH8.0） 25.5 μL
に溶解した後、500 mM の DTT溶液を 1.5 μL加えた。これを 50℃で 1時間イン
キュベートさせ、還元反応を行った。その後、500 mM のヨードアセトアミド溶
液を 3 μL加え、室温遮光で 45分静置した。トリプシン溶液（100 ng/μL）を蛋
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第 2項 実験結果 
1. BSAを利用した蛋白質同定法の条件検討 
 
蛋白質同定法を確立するため、ウシ血清アルブミン（bovine serum albumin; BSA）
を用いて条件検討を行った。BSA 10 μgを溶液内でトリプシン消化し、得られた
ペプチド断片を逆相液体クロマトグラフィーで分離後、LTQ-Orbitrap Discovery
で測定した。図 3-5に BSAを酵素消化して得られた 14アミノ酸からなるペプチ




イオン強度を示し、横軸は m/z を示す。ここでは赤色のピークが bイオン、青色
のピークを y イオンとしている。アミノ酸配列の決定例を一つ示す。得られた
プロダクトイオンスペクトル中の m/z 424.3（b4）と m/z 325.2（b3）の質量差分
は 99.1であることから N末端から 4番目のアミノ酸はバリン（Valine: 99.1）で
あることがわかる。これらの原理を用いて得られる情報を統合することでペプ
チド断片のアミノ酸配列が決定される。図 3-5c はこのペプチドの全理論スペク







は 79.74%、同定スコアが 1357.03と良好な結果が得られた。 
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第 1項 実験試薬と実験方法 
1. 実験試薬 
(1) In vitro binding 反応 
IR e11 RNA （50 pmol/μL） 
5’- CCA CAG AAA AAC CUC UUC AGG CAC UGG UGC CGA GGA CCC 
UAG GUA UGA -3’ 
5’末端に 6-Carboxy Fluorescein amidite （6-FAM）標識 




Trizma base （SIGMA-ALDRICH） 
Glysine（SIGMA-ALDRICH） 
Tris/Glysine buffer（25 mM Tris, 192 mM Glycine） 
0.375 M Tris-HCl （pH8.8） 
Blue juice Type3 marker （0.25% bromophenol blue, 0.25% xylene cyanol FF, 
1 mM EDTA, 30% Glycerol） 
 
2. 実験方法 
2-1 In vitro binding 反応 
合成した IR e11 RNA を in vitro binding 緩衝液中で HeLa細胞核抽出液と 30℃
で 20分間反応させ、複合体の形成を行った。反応終了後、氷上に静置し、最終
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濃度が 4%となるように 50% glycerol を加えて比重をつけたサンプルを電気泳動
した。 
2-2 Native-ポリアクリルアミドゲル電気泳動 （Native-PAGE） 
0.375M Tris-HCl （pH8.8） 8.2 mL、30％アクリルアミド溶液 1.7 mL、10% APS 
100μL、TEMED 10μL を混和し、ゲル作製用のガラス板に流し込んだ。 
ウェル作製コームを差し、ゲルを完全に重合させた。1×Tris/Glysine buffer を満
たした電気泳動槽 （ATTO）にゲルを固定し、調製した各電気泳動用サンプル




出を行った。6-FAMの励起波長は 492 nm、蛍光波長は 510 nmである。ImageQuant 
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第 2項 実験結果 
1. RNAプローブの設計 
 
 IR エクソン 11領域に結合するスプライシング制御因子を同定するため、RNA
－EMSA を行った。EMSA は蛋白質と核酸が相互作用し、複合体を形成するこ
とで、電気泳動時に核酸の移動度が低下する現象を利用した解析法である。 
36塩基から構成される IR エクソン 11全領域と前後イントロンの一部断片を











図 3-7 RNA-EMSAに使用する RNAプローブ 「IRe11 RNA」の設計 
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2. In vitro binding 反応と複合体の分離 
 
In vitroスプライシングの実験で一般的に使用されているHNEを蛋白質源とし
て、IR e11 RNAと蛋白質の複合体形成を行った。 
図 3-8a は予想される蛍光検出結果の模式図であり、図 3-8b は実際に行った
RNA-EMSAの実験結果である。Lane 1 は HNEのみ、Lane 2 には IR e11 RNA の
みをアプライし、コントロールとして使用した。Lane 3 は IR e11 RNAと HNE
を in vitro で反応させて複合体形成を行った反応溶液をアプライした。その結果、
予想された通り、Lane 1 では IR e11 RNA由来の蛍光バンドは観察されず、Lane 
2では IR e11 RNA由来の一本の蛍光バンドが観察された。一方、IR e11 RNA と
HNEを反応させたサンプルをアプライした Lane 3には 4つの移動度が低下した
蛍光バンドが観察された。この結果より、IR e11 RNA と蛋白質が 4 つの複合体





図 3-8 HNEと IR e11 RNAとの複合体形成 
a b 
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第 3節 質量分析法を利用したスプライシング制御因子の同定 
 
本節では第 1節で最適化した蛋白質同定法を利用し、IR エクソン 11領域と相




















水 1 mLで 2回洗浄した。ゲルに含まれる塩や界面活性剤を除去するため、新た
に超純水を 1 mL加え、4℃で一晩洗浄を行った。超純水除去後、アセトニトリ
ル 200 µL 加えて 10 分間室温で静置し、ゲルの脱水を行った。アセトニトリル
除去後、還元用溶液 200 µL を加えてゲルを膨潤後、50℃で 1 時間反応させた。
室温に戻し、溶液を除去した後、アルキル化溶液 200 µLを加え、遮光状態で 45
分間室温に静置した。溶液を除去し、超純水 1 mLで 2回洗浄後、アセトニトリ
ル 200 µLを加え、10 分間室温で脱水した。アセトニトリル除去後、25 mM 重炭
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2-2 ゲルからのペプチド断片抽出 
トリプシン消化液に 5%ギ酸溶液を 25 µL加え、10分間超音波処理を行った。
低吸着用の TPX チップを用いて反応溶液を回収した。さらにゲルが入ったチュ
ーブに 50%アセトニトリル 5%ギ酸溶液を 25 µL加えて、10分間超音波処理をし
た。溶液を回収後、アセトニトリルを加え、ペプチド断片を回収した。これを




蛋白質の同定は第 1節と同様の方法で測定および解析を行った。  
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第 2項 実験結果 
1. RNA-蛋白質複合体の解析 
 
第 1節で確立した蛋白質同定法を利用し、IR エクソン 11領域に結合する蛋白












図 3-9 コントロールと複合体から同定された蛋白質数の比較 
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のみで同定された蛋白質は IR エクソン 11 領域と結合し、移動度が低下したた
めに同定された可能性が高い。このような蛋白質は複合体 aからは 17種類、複
合体 b からは 13 種類、複合体 c からは 14 種類、複合体 d からは 5 種類の計 49




 同定された蛋白質を表 3-1に示す。以下の情報を記載した。 
・Accession number: Swiss-prot の Accession number 
・#AAs: アミノ酸の数 





同定蛋白質は複合体 a から d の全てで Score 順に表記している。FDR（False 
discovery rate）が 0.05 以下のスペクトルは同定結果から除外している。 
 
さらに同定された 49種の候補蛋白質を機能的役割に基づいて分類した。解析
にはオープンソースの Gene ontology Consortium を利用した。その結果、計 49
種のうち 35種が「Nucleic acid binding」に分類され、その中の 30種が「RNA binding」
としての機能をもつことが報告されていた（表 3-1）。表 3-1の斜体は「Nucleic 
acid binding」の機能を有する蛋白質であり、黄色のハイライトで示した蛋白質
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Accession #AAs MW [Da] Description Score Coverage(%) Peptides
Q96AE4 644 67518 Far upstream element-binding protein 1 155.05 44.1 50
Q13263 835 88493 Transcription intermediary factor 1-beta 149.44 27.31 46
P26639 723 83382 Threonine--tRNA ligase, cytoplasmic 119.71 33.75 44
Q92945 711 73070 Far upstream element-binding protein 2 83.73 22.78 29
P08621 437 51526 U1 small nuclear ribonucleoprotein 70 kDa 65.31 24.26 19
Q9BT78 406 46240 COP9 signalosome complex subunit 4 56.18 28.57 19
Q71U36 451 50104 Tubulin alpha-1A chain 55.40 25.06 20
Q13098 491 55501 COP9 signalosome complex subunit 1 50.67 23.42 18
P62316 118 13518 Small nuclear ribonucleoprotein Sm D2 39.81 41.53 13
Q92905 334 37555 COP9 signalosome complex subunit 5 39.61 28.44 13
P09234 159 17381 U1 small nuclear ribonucleoprotein C 31.13 24.53 8
P09012 282 31259 U1 small nuclear ribonucleoprotein A 28.04 19.5 10
Q9UNS2 423 47842 COP9 signalosome complex subunit 3 27.51 18.44 9
O43776 548 62903 Asparagine--tRNA ligase, cytoplasmic 26.12 9.67 9
P63162 240 24598 Small nuclear ribonucleoprotein-associated protein N 20.54 18.33 7
P30046 118 12704 D-dopachrome decarboxylase 14.52 19.49 4
P62314 119 13273 Small nuclear ribonucleoprotein Sm D1 10.80 18.49 4
Accession #AAs MW [Da] Description Score Coverage Peptides
Q00341 1268 141368 Vigilin 282.11 31.31 82
Q96AE4 644 67518 Far upstream element-binding protein 1 26.04 8.7 9
P52747 638 68853 Zinc finger protein 143 16.49 7.99 6
O43148 476 54809 mRNA cap guanine-N7 methyltransferase 14.66 10.5 5
P53004 296 33407 Biliverdin reductase A 14.37 10.14 4
Q14103 355 38410 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein D0 13.81 4.79 4
P52739 623 71377 Zinc finger protein 131 13.00 6.1 4
P62258 255 29155 14-3-3 protein epsilon 11.55 11.37 5
P31948 543 62599 Stress-induced-phosphoprotein 1 9.75 3.5 2
Q13952 458 50271 Nuclear transcription factor Y subunit gamma 9.25 2.62 3
P51570 392 42246 Galactokinase 7.81 4.59 3
Q8NDH3 523 55825 Probable aminopeptidase 6.98 5.74 2
P32456 591 67166 Guanylate-binding protein 2 4.91 3.05 2
Accession #AAs MW [Da] Description Score Coverage Peptides
Q9Y2L1 958 108934 Exosome complex exonuclease RRP44 204.37 31 65
P14866 589 64092 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein L 117.44 34.63 35
P22626 353 37407 Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins A2/B1 45.14 30.59 20
P26599 531 57186 Polypyrimidine tract-binding protein 1 31.91 13.75 8
P61978 463 50944 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K 30.65 17.28 9
Q92688 251 28770 Acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32 family member B 19.71 14.34 7
Q8IYB7 885 99216 DIS3-like exonuclease 2 14.60 6.78 6
P62081 194 22113 40S ribosomal protein S7 10.24 6.19 3
Q14498 530 59343 RNA-binding protein 39 8.75 2.08 3
Q13765 215 23370 Nascent polypeptide-associated complex subunit alpha 8.55 6.51 2
Q8WYA6 563 65132 Beta-catenin-like protein 1 8.46 3.55 3
P45974 858 95725 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 5 6.20 1.4 3
Q9BZZ5 524 58968 Apoptosis inhibitor 5 5.80 4.58 2
Q8NC51 408 44938 Plasminogen activator inhibitor 1 RNA-binding protein 4.83 3.19 2
Accession #AAs MW [Da] Description Score Coverage Peptides
P09651 372 38723 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1 148.52 30.91 33
Q99729 332 36202 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A/B 33.42 15.36 9
P53999 127 14386 Activated RNA polymerase II transcriptional coactivator p15 22.62 17.32 6
P0C0S5 128 13545 Histone H2A.Z 11.83 14.84 3









表 3-1 複合体 aから dの同定蛋白質 
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スプライシング制御因子の多くは RNA と相互作用するための RNA 結合ドメ
イン（RBD）を有する 91)。RBD としては数種類のドメインが報告されており、
RNA recognition motif（RRM）、K homology domain（KH）、Zf domain、S1 domain、
Cold shock domain（CSD）、LSm domain、Ribosomal protein S1-likeなどが知られ
ている 92)。RRM はヒトで最も多く存在するドメインの一つであり、スプライシ
ング制御因子である SR蛋白質や hnRNPsが有している 3)。そこで「RNA binding」
として同定された 30 種の蛋白質の中で RRM を有する蛋白質を抽出した。その
結果、5つの蛋白質が RRM を有していることがわかった（図 3-10）。 
その中で最も高い同定スコアが得られた蛋白質は hnRNPA1（heterogenous 
nuclear ribonucleoproteins）であった（図 3-10）。hnRNPA1はエクソン認識を抑
制する制御因子であり、その過剰発現は IR エクソン 11 のスキッピングが促進
されることが知られている 45)。このことから、hnRNPA1は IR エクソン 11のス
プライシング異常を修正するための治療標的になると考えた。 
  
図 3-10 RNA認識モチーフ（RRM）を有した同定蛋白質と hnRNPA1 
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図 3-11 光架橋形成を利用した RNA-蛋白質複合体の解析 
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第 1項 実験試薬および実験方法 
1. 実験試薬 
(1) In vitro binding 反応と光架橋形成反応 
第 3章の第 1 節と同様の試薬を用いて実験を行った。 
(2) Western blot 法 
  hnRNPA1 antibody （4B10） （SantaCruz） 
  anti-Mouse IgG HRP conjugated （R&D systems） 
(3) 使用機器 
  CL-1000 Ultraviolet crosslinker （UVP） 
 
2. 実験方法 








2-3 SDS-PAGE による複合体分離 
架橋形成した in vitro binding反応液を 12.5％ポリアクリルアミドゲルの変性条




第 3章の第 1節と同様の方法で行った。 
 
2-5 Western blot 法 
第 2 章の第 6 節と同様の方法で行った。1 次抗体は hnRNPA1 antibody 4B10 
（SantaCruz）を 10000倍希釈で使用した。2次抗体には HRP conjugated anti-mouse 
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第 2項 実験結果 
1. 光架橋形成反応を行った複合体の分離と質量分析法による蛋白質同定 
 
hnRNPA1と IR e11 RNAとの結合モデルを確認するため、前節と同様に RNA-
蛋白質の複合体形成を行った。この反応液に紫外線を照射し、光架橋形成反応
後、SDS-PAGE で分離した。図 3-12 に電気泳動を行い、蛍光検出した結果を示
す。IR e11 RNAのみをアプライしたレーン 1 では単独の RNA由来の蛍光バンド
が観察された。一方、IR e11 RNAと HNEを反応させて、光架橋形成を行ったサ
ンプルをアプライしたレーン 2には単独のRNA由来の蛍光バンドと幾つかの移
動度が低下したバンドが観察された。その中で、約 50kDa 付近のバンドは最も






図 3-12 光架橋形成した複合体の SDS-PAGE 
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2. 質量分析法を用いた hnRNPA1の同定 
 
In vitro binding反応と光架橋形成反応により形成された約 50 kDa の複合体構
成蛋白質を同定するため、前節と同様にゲルの切り出しとゲル内トリプシン消
化および質量分析法を用いた解析した。 




















ンクロマトグラム（extracted ion chromatogram; EIC）を示している。bはMS/MS
解析で実測されたプロダクトイオンマススペクトルを示している。cはペプチド
断片の全理論スペクトルと実測されたシークエンスイオンの結果を示している。
図 3-13-1,3 の「From RNA-protein complex」は複合体形成を示した蛍光バンドか
ら同定された結果であり、図 3-13-2,4の「From recombinant hnRNPA1」は、組み




表 3-2 質量分析装置を用いた hnRNPA1の同定結果 
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は 25.61min であった。MS/MS 解析では同程度の bイオンと yイオンが検出され
ていたが、夾雑物の少ない組み換え蛋白質では m/z が 1000以上のイオン（b10
―b14や y3―y6）が数多く検出されていた。「IEVIEIMTDR」は共に 2価のイオ



















図 3-13-1 hnRNPA1由来ペプチドの MS/MS解析結果 
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図 3-13-2 hnRNPA1由来ペプチドの MS/MS解析結果 
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図 3-13-3 hnRNPA1由来ペプチドの MS/MS解析結果 
第 3章 






図 3-13-4 hnRNPA1由来ペプチドの MS/MS解析結果 
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3. Western blot 法での hnRNPA1の結合確認 
 
別のアプローチとして hnRNPA1 抗体を用いた western blot 法により複合体中
に hnRNPA1 が含まれるかどうかを検証した。その結果、RNA と結合すること
で、移動度が低下したバンドが検出された（図 3-15）。これは蛍光検出された
バンドとサイズも一致しており hnRNPA1は IRエクソン 11領域に直接結合する
ことが確認できた。 
  
図 3-15 hnRNPA1抗体を用いたWestern blot法 
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第 5節 低分子化合物を用いた hnRNPA1-RNA複合体形成阻害 
 
hnRNPA1 は RNA に結合し、エクソン認識を抑制するスプライシング制御因








第 1項 実験試薬と実験方法 
1. 実験試薬 
(1) In vitro binding 反応 
第 1節と同様の試薬を用いて RNA-蛋白質複合体の形成を行った。 








図 3-16 低分子化合物を用いた複合体形成阻害の模式図 
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 hnRNPA1の IR エクソン 11配列への結合を阻害する低分子化合物を探索する
ため、計 5つの候補化合物を in vitro binding反応液に添加した。trans-Resveratrol 
（RES）、Quercetin（QC）、Valproic acid（VPA）、Hydroxyurea（HU）、Indoprofen 
（IP）を候補として検討した。これら全ての化合物は DMSO に溶解した。各濃
度は RES 1000 µM、QC 500 µM、VPA 50 mM、HU 50 mM、IP 100 µM で検証を
行った。これらの最終濃度は全て、細胞への添加時の 10倍で統一した。 
 
2-2 In vitro binding 反応 
第 1節と同様の方法で行った。反応の際に各候補化合物を加えた。 
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第 2項 実験結果 
1. hnRNPA1の RNA への結合を阻害する低分子化合物の探索 
 
hnRNPA1の IR エクソン 11領域への結合を阻害する低分子化合物を探索する






リフェノールの一つである Quercetin（QC）が hnRNPA1 の IR エクソン 11 配列
への結合を強く阻害することを見出した（図 3-17）。第 2章で CUGBP1 の結合
を阻害した RES は hnRNPA1 の結合を阻害しなかった。 
 
  
図 3-17 低分子化合物を用いた複合体形成阻害 
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図 3-18 Quercetin （QC）の濃度依存的結合阻害 
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第 6節 QC添加と細胞内在性 IRスプライシング様式の変化 
 
前節において QC が hnRNPA1 の IR エクソン 11 領域への結合を阻害すること
を見出した（図 3-18）。そこで第 1章で RES を発見した際と同じ実験を行い、
QC が細胞内在性 IR の選択的スプライシングに影響を与えるかどうかを検討し
た。 
 
第 1項 実験試薬および実験方法 
1. 実験試薬 
(1) 細胞培養試薬 






(4) 細胞からの全 RNA抽出 
第 1章の第 1 節と同様の試薬を用いて RNAを抽出した。 
(5) 逆転写反応による cDNAの獲得と PCR増幅 
第 1章の第 1 節と同様の試薬を用いて cDNA を合成し、PCR を行った。 
(6) スプライシング産物の解析 





 QC が IR エクソン 11の認識を促進し、スプライシング様式を変更するかを検




 12 wellプレートの各 wellに 2×105個となるように播種し、一晩培養した HeLa
細胞の培地を除去し、5% FBS 含有 D-MEM 培地を各 well に 1 mL加え、DMSO
が最終濃度 0.1％となるように QC を添加した。8 時間培養後、細胞を回収し、
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第 1章の第 2節と同様の方法で全 RNAの抽出と RT-PCRによりスプライシング
解析を行った。 
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第 2項 実験結果 
1. QCの IRエクソン 11認識促進作用の検討 
 
 HeLa細胞培養液中に最終濃度が 50 μM となるように QC を添加した。スプラ








図 3-19 Quercetin （QC）の細胞内在性 IRのスプライシング調節作用 
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能による分類から 30 種の蛋白質が RNAに結合し、機能することがわかった（表
3-1）。前述のようにスプライシング制御因子の多くは RNA と結合するための
RNA 結合ドメイン（RBD）を有する。その中で最も広範に存在することが確認
されている RNA recognition motif （RRM）をもつ蛋白質に絞り、抽出した結果、
エクソン認識を抑制する hnRNPA1が挙げられた（図 3-11）。 
hnRNPA1 を原因とするスプライシング異常は多くの遺伝子疾患で報告されて
いる 100-104)。最も研究が進む遺伝子が脊髄性筋萎縮症（spinal muscular atrophy; 
SMA）の発症に関わる SMN2遺伝子である。本症の責任遺伝子は SMN1 遺伝子
であり、その欠損や遺伝子内変異により、SMN 蛋白質が欠損することで発症す
る 105)。SMN2 遺伝子は選択的スプライシングにより主としてエクソン 7 を欠失
した機能不全蛋白質（Δ7）を産生する。しかし、SMN2 遺伝子から僅かに産生
されるエクソン 7 を含む機能蛋白質（Full-length）の存在により、SMN1 遺伝子
の対立遺伝子双方の変異を有する患者の症状が緩和されることが知られている
106)。 
著者ら 107)はβ2受容体刺激薬である Salbutamol が protein kinase A （PKA）シ
グナル経路を活性化し、SMN 蛋白質のユビキチン化を部分的に阻害することで
蛋白質の安定化を促すことを報告した。また、SMN 蛋白質は他の蛋白質と複合












は本邦においても 2016 年 12 月に製造承認申請が行われ、日本初のアンチセン
ス医薬品となる予定である。その治療標的には hnRNPA1が選択されている。 
これらのことを踏まえ、hnRNPA1の IR エクソン 11領域への結合を阻害する
低分子化合物を発見することができれば、RES とは異なる作用をもつ DM1患者
への治療薬候補になると考えた。hnRNPA1 の結合阻害作用をもとに低分子化合
物のスクリーニングを行った。候補には RES と同様に食品成分である Quercetin 
（QC）と前述の SMN2 遺伝子のスプライシングを修正することが報告されてい
る低分子化合物 3種（VPA、HU、IP）で検討を行った。その結果、QC が hnRNPA1
の結合を強く阻害することを見出した。さらにこの作用は RES の添加では効果









hnRNPA1の C 末端と結合し、transportin-1（Tnpo1） を介した細胞質から核への
図 3-19 QCの化学構造式と食品 
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移行を妨げることで抗がん作用を示すことが報告されている 114)。さらに QC は
hnRNP C の脱リン酸化作用も報告されており、スプライシング反応を調節する
可能性が示唆されていた 115)。そこで hnRNPA1 の IR エクソン 11 領域への結合
















図 3-20 hnRNPA1の結合を阻害する QCとスプライシング異常の修正 
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3. 光架橋形成反応を利用することで hnRNPA1 が IR エクソン 11領域に直接結
合していることが確認できた 
 
4. ポリフェノールの一つである QC が hnRNPA1 の IR エクソン 11 領域への結
合を阻害した 
 
























2. RES のスプライシング調節作用の検討 










り、IR のスプライシングを制御することが知られている hnRNPA1 が RNA
に直接結合することを確認した。さらに、結合を阻害する低分子化合物を探
索した結果、ポリフェノールである QC の結合阻害作用を発見した。さらに
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